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非特異的反応 を最小限 に 抑制 した enzym e－1inked im m u n o srbe nt a s say くE LIS Al 法を用 い て ，
慢性関節リ ウ マ チ くrhe u m atoida rthritis， R Al 患者血清中の 抗工I 型コ ラ ー ゲ ン 抗体 を検出 し ， さ ら に 関
節軟骨表面の 抗工1型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を抽出測定 して ， こ の抗体の 病因的意義 に つ い て 検 討 を 加 え た ．
E LIS A法 に つ い て は ， ヒ ト血清中の IgG の プ ラス チ ッ ク表面 へ の非特異的 吸着 を阻止 す る た め に ，
100％濃度 の正 常家兎血清 を ブ ロ ッ キ ン グ剤と して使用 す る こ と ， ヒ ト血 清 を50倍 以上 に 希釈す る こ
．
と ，
およ び Co sta rplate を用 い る こ と な どの 改良 を加 えて ， 特 異性 の 高 い E LI SA 法 を確立 し た ． その 方法
を用い96例の R A患者血清中の 抗 H型 コ ラ ー ゲ ン 抗体価 を測定 した と こ ろ ， 15 ．6％が 陽性で あ っ た ． 一
方 ， 従来 よ り言われ て い る抗 工型 コ ラ ー ゲ ン抗体 は こ れ ら患者血清中 に 見出さ れ な か っ た ． ま た ， ヒ ト
抗王I塾コ ラ ー ゲ ン抗体陽性血清 は ， ニ ワ トリ ， ウ シ H 塾 コ ラ ー ゲ ン と も 交 叉 反応性 を示 した ， 従 っ て
本抗体 は王工型 コ ラ ー ゲン 分子 上 の 共通 エ ピ ト ー プ を認識 し て い る も の と 推察 され た ． 一 方
，
R A 患者軟
骨に は57．1％と 高率 に 抗Il型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 が 認め られ た が ， O SteOa rthritis くO Al 患者 や正 常 人 で は
見ら れ な か っ た ． 抗工I塾 コ ラ ー ゲ ン 抗体 と RA の Stage ， Cla s sと の 因果関係 は認 め られ な か っ た が
，
血沈値 と抗体価 と の間 に は相関が認め ら れ ， 本抗体が R A の活動性 に関与 して い る 可能性 が注 目 さ れ
た ■ また ． do ublefiltr atio npla s m aphe re si に よ る抗体除去は N 時的に 有効 で あるが ， 長期に わ た っ て
は効果 の少な い こ とが 判明 した ．
Key w o rds en zym e－1inked im m u n o so rbent ass ay， rhe um atoid arthritis，
a nti－ty pe IIc ollagen antibody， n O r m al rab bit s er u m， do uble
filtr ation plas m apher esi ．
ヒ トの慢性関節リ ウ マ チ くrhe u m atoida rthritis，
R Aフ が 自己免疫疾患と考 え ら れ る よ う に な っ て 久 し
い が ， そ の自己 抗原 に 関 して は 未だ 明 らか で な い ． し
か し ， 近年 ， 軟骨の 主成分 で あるII 型コ ラ ー ゲ ンII を
ラ ッ ト 抑 ， マ ウ ス
榔
． さ ら に は サ ル
8，に 免疫す る こ と に
よ り R Aに よ く似 た多発性 の関節炎 ， す な わ ち コ ラ ー
ゲ ン 関節炎乃朗 が惹起さ れ る こ と か ら ， に わ か に H型 コ
ラ ー ゲ ン の自己 抗原 と して の 可能性 が注目 さ れ る よう
に な っ た ■ さ ら に Ter ato ら 幼は ， コ ラ ー ゲ ン 関節炎発
症 マ ウ ス を 用 い ， Il型 コ ラ ー ゲ ン の cyan oge n
A bbre viatio ns ニBI， bo vin etype I c ollage n
ty pe I工c ollagenニ C B， Cyan Oge nbr omi deニ CR P，
br omi de くC Bl －peptide ll 上に 関 節 炎惹起 抗 原
くarthritogenic epitope sl が存在 し ， そ の 抗原 は， ニ
ワ トリ ， マ ウ ス ， ラ ッ ト ， ウ シ さ ら に は と 卜に 共通の
抗原 で あ る 可能性 を示 唆 し た ． こ の よ う に ， 動物モ デ
ル の 研 究か ら ヒ ト RA に お い て も ， 自己 抗原 と して の
H型 コ ラ ー ゲ ン に 対 す る関心が高ま っ た が ， ヒ ト血清
中の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を正 確に 測定す る 方法 が技術的
に 確立 さ れ ず， 未 だ に 一 致 し た 見 解 は え ら れ て い な
い ． す なわ ち， 受 身赤血球凝集反応10 刷， ラ ジ オイ ム ノ
ア ッ セ イ 12 卜 川， 蛍光免疫法 卵 1
，
さ ら に は酵 素免疫法
BII， bo vin ety pe IIc ollage nニ C II， Chick
C－ r e a Ctiv eproteinニ D F P， do uble filtr atio n
plas m aphersis三 E LIS A， e n Zym e－1inked im m u n os o rbent as a ay 三 E S R， erythrocyte
ヒ ト慢性関節 リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体
e n zym e－1inked im m u no s orbe nt a s sayくE LIS All n lB，な
ど多く の 異 な っ た方法 に よ り
，
ヒ ト血 清中の 抗体 の 検
出が試み られ て 来た ． し か し ， い ず れ の 方法に お い て
も血 清中の 抗体価が低い こ とと ， そ れ 以 上 に 非特異的
反応が強 い こ と な どか ら ， 抗体陽性率や抗体 の 特異性
に 関し て ， 研究者 に よ り 不 一 致 な 点 が 多く 認 め ら れ
る ． 一 方 ， Te r ato ら19Jは正 常家兎血清 を E LIS A法 に
お け る非特異的反応 の ブ ロ ッ キ ン グ 剤と して 用 い る こ
とに よ り ， ヒ ト血清中の 抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 を特異的 に
測定可能 で あ る と報告し た ．
そ こ で ， 著者は 正 常家兎血清 をブ ロ ッ キ ン グ剤と し
て用 い た E LIS A法 に つ い て の 基礎的検討 を行 い
，
さ
らに 改良 を加 えた 方法で R A 患者血清中の 抗 コ ラ ー
ゲ ン抗体価 を測定 し ， R A に お ける 抗H 型コ ラ ー ゲ ン
抗体の 病因的意義に つ い て考察 した ．




金沢大整形外科及 び関連病院の 外来及 び入 院患者の
う ち ， R A 9 6症例 くe a rly lO例 ， PrObable 4 例 ，
definite 39例 ， Cla s sic a1 43例l よ り血 清 を分離し
， 使
用 まで － 20
0
C で保存 し た ． ま た ， 血 祭交換療法 を施行
した R A患者10例 に つ き ， そ の 血 祭交換療法前後の 血
清と排液を同様 に 保存 し用 い た ．
対照 と し て ， 健康診断受診者 の う ち ， 明 らか に 関節
炎症状の な い 健康人100例に つ き血 清 を保存 し用 い た ．
工工 ． コ ラ ー ゲ ン
ニ ワ ト リお よ び ヒ トII型コ ラ ー ゲ ン くchick ty peII
C Ollagen， CIIお よび hu m a nty peIIc ollage n， H IIl
は エ ー ザイ 筑波研究所， 寺戸博士 よ り 供与さ れ た標品
を用 い た ■ ま た ， ヒ ト I 型コ ラ ー ゲ ン nu m a nty peI
C Ollage n， H Il は ， コ ラ ー ゲ ン 技術研修会 くコ ス モ バ
イ オ ， 東京ン よ り購入 し た ．
コ ラ ー ゲ ン は 4 m gノml とな る よ う に ， 0．05 M酢酸
に 4
0
Cで ， 三 昼 夜攫拝溶解後 ， －200cに 凍結 し保存 し
た ．
II
． E L工S A用 プ レ ー ト
材質及 び メ ー カ ー の 異 な る以 下の 三 種類の プ レ ー ト
を 剛 ユ ， 非特異的反応の 強弱及 び 感度等に つ き検討 を
加えた ．
1 ． Nu n cU I CPolystyr e n e製1 くNu n c， Ro skilde，
Da n em a rkl
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2 ■ Falc o n 3910くPolystyre n e製l くBe cto n
Dickin s o n， Ox n a rd， U S A1
3 ． Co sta r2797くPolyvinyl chloride 製lくCo s．






20分非動化処理 を ほ ど こ した n o m al rabbit
S eru m くN RSH per．Fre ezeくRり は ， Biologic als 社
くRoge rs， Ark． ， U S Al よ り購入 し ， 粉末の Tris 及 び
NaClを 最終濃度が各々 0．1 M， 0．15 Mと な る よう に
加 え ， 6 N H Clで pH 8．0 に あ わ せ て用 い た く康衝化
NR SI．
V ． 抗 ヒ ト IgG 抗体
ペ ロ キ シ ダ ー ゼ標 識 ウ サ ギ 及 び ヤ ギ の 抗 ヒ ト 工gG
くFc 特 異 的1 抗 体は Cap pel Lab． く01ga n o n
Teknika， W illso n， U S Al の 320 ト0122及び3201－0121
を用 い た ．
Vl． 基質溶液
0－ phe nyle n edia min eくO P Dl は Sigm a 社 製 くSt
Lo uis， U S Al を 用 い た ． 0 ．1M クエ ン 酸 と 0． 2 M
Na2H PO． さ ら に H20 を使用 直前に 1 ニ 1 こ2 と な
るよ う に 混 合し ， こ の 緩衝液 に OP Dが0． 05％ ， H2
02 が 0．018％と な る よう 溶解 し ， E LIS A用 基質溶液
と した ．
WI． 血 清抗体 価の 測 定
E LIS Aで Ter ato ら 19，の 方法 に 従 っ て測定 した ．
各 コ ラ ー ゲ ン溶液 は 5 〆 gノml と な るよ う イ オ ン 強
度0．4 のリ ン 酸旗衝液 ， pH 7－5， で希釈 し ， その 1
．
0 0
JLl を E LIS A プレ ー トの 各 ウ エ ル に 加 え ， 4
C
C で 一
昼 夜放置し プ レ ー ト を コ ー ト した ． プ レ ー ト は使用 直
前 に 0－0 5％ Tw e e n20 を 含む 生 理 食塩液 くs alin e－
Tw e enl で 洗浄 し ， 100JLl の 緩衝化 N RS を加 え ， 室
温 に て30分放置 し た くプ レ ー ト の 前処理1． 次 い で
S alin e．Tw e e nで再度洗浄 し E u S Aに 用 い た ．
ヒ ト血 清 は緩衝化 N RS で 通常50倍 に希釈 し ， そ の
100JJl を前処理 し た E LIS A プレ ー トに 加 え
， 室 温 に
て 2 時間反応 させ た ． 次い で ， S alin e－ Tw e e nで 洗浄
後 ， 0．1M Tris－ HCl緩衝液
， pH 8．0， く25％ N RS お
よ び 0．15 M NaClを含むJで2000倍希釈し た ペ ロ キ シ
タ ー ゼ標識 ウサ ギ抗 ヒ トIgG を加え た ． 室温 に て 2時
間反 応後 ， 再度 s al ine－ Tw e e nで プ レ ー ト を十分 洗浄
後 ， O P D溶液 100ノノ1 を加 え ， 室温 に て 1 時間反 応さ
せ ， 発色後更に 50ノバ の 2．5 N H2S O4 を加 え ， 反応
Sedim e ntatio n r ateニ H I， hu m a nty pe I c ollageni H II， hu m a nty peIIc ollagen 三 K S C N，
potassiu m thio cya n ateニ N RS， n O r m al rab bit ser u町 O A， OSte O a rthritisニ O D， Optic al
den sity ニO P D， 0 －phenyle nedia min ei R A， rhe u m atoida rthritis．
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を停止 した ． 発 色 の強 さ は オ ー ト マ チ ッ ク マ イ ク ロ
フ ォ ト メ ー タ ー Ty pe M T P 22くコ ロ ナ社 ， 茨城l を
用 い て ， 492n m に お ける optic al de n sity くO Dl を測
定 し た ．
Y軋 イン ヒ ビシ ョ ン 試験
抗体 の特異性を確認す る た め ， 各々 の コ ラ ー ゲ ン に
よ るイ ン ヒ ビ シ ョ ン試験 を行っ た ． 患者血清 はイ ン ヒ
ピ シ ョ ン用 コ ラ ー ゲ ン 50JL gノml を含む緩衝化 N R S
に50倍 に 希釈 し ， 室温 に て30分放置 し ， 以下 ， 上 述 し
た E LIS A法に て同様に 測定 し た ．
50％以上 イ ン ヒ ビン ョ ン を 受 け た 時 を抗体陽性 と判
定 し ， そ れ以下の 時を陰性と判定 した ．
状 ． 軟 骨表面 の 抗工I 型コ ラ ー ゲ ン 抗体の 抽出
人 工膝関節置換術 を施行 し た 7例 の R A 患者 と 7
例の O A患者 ， 更に 2例の 関節症の な い 大腿 骨頸部骨
折患者の 関節軟骨 を カ ミ ソ リ で 薄切 り し ， 0 ． 1 M
Tris－H Cl緩衝液 ， pH 7．5， で 3回 洗浄 した ． 次い で ，
そ の 約 500m g を 採 取 し ， 2 倍 量 くWJVl の 3 M
pota ssiu mthio cya n ateくK S C Nl を含 む上 記綬衝液を
加 え
，
室温 で 1 時間擾押 して軟骨表面 に 結合 し た抗体
を抽出 した ． 抽 出液 は 0．22声 m の フ ィ ル タ ー で 濾過
し ， コ ラ ー ゲ ン 等の 細 か い 組織 くず を除去 し た後
，
直
ち に 0．1 M Tris－H Cl綬衝液 pH 7．5く0．15M NaCl，
0 ．0 5％ a zide を 含む1 に 透析 して ， K S C Nを除去し
，
使 用 時ま で 40C で保存 し た ． こ の 抽 出物中の 抗体価測
定 は ， 0 ．1 M Tris－ HCl 緩 衝液
， pH 7． 5 く0． 15 M
NaCl， 0．05％ Tw e e n201 で 1 ニ 2 か ら 1 ニ10に 希釈
し
，
E L工S A法に よ り測定 した ． こ の 方 法 に よ り軟骨




ダブ ル フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン モ ニ タ ー K M 8500くクラ
レ
， 大阪I を 用 い て ， do uble filtratio n plas m aphe．
r e sis くD F Pl 2 01を10例の R A患者 に 施行 した ． D F P
は毎週 2回 を ， 平 均 して 8週間施行 し， 施行 前後の 血
清 と ， 施行時 に 回収 した 排液 を － 20
0
C で凍結保存 し，
Fig■1． Hydr ophobic abs o rptio n ofs e ru mIgG c o mponents on the plastic s u rfa c es
Of com me r cially a v ailable E LIS Aplate s． Se r afrom a patie nt with R A， a
n o r m al c o ntrol a nd fr o m a n o r m al r abbit dilutied to l ニ1 0 with O ． 1 M
Tris－H CI buffe r， pH 7．5， C Ontaining O ．15 M NaCIw er e added to the wells of
Nu n c， Falc o n o rCo sta rE LISA plate in l O OJL l aliqu ots－ IgGs adso rbed o n
pla stic s u rfa c e s w e r edete rmin ed by pe roxida s e－ C O njugated go at a nti－hu m a nIgG
くFc spe cificJa ntibodie s a sdes c ribed in te xt．
N ， Nu n cU IIくpolystyr e n eナ三 F， Falc o n391 0くpolystyr e n eJニ C， Co sta rSe r o clu ste r
U くpolyvinyl lchlo rideJ．
董
董
ヒ ト慢性関節 リ ウ マ チ 患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン抗体
抗 コ ラ ー ゲ ン抗体値 を E LIS A法 を用 い て 測定し た ．
なお 第2 フィ ル タ ー は E V A－4A を用 い ， 流 速 100ml，l
M
，
1 日 交換宣 2500ml と した ．
刀 ． 統 計学的 検討
2変量の 相関お よ び回 帰分析 に は ， Pe a r so n積率相
関係数 く り を求め 一 次 回帰式 を求め た ． 相関係数 の
有意性の 検定 は t 分 布に よ っ た ． pく0． 05 を有 意 と し
た ．
成 績
工 ． ヒ ト血清 工gG の ELIS A プレ ー ト へ の 吸 着
各種 E L IS A プレ ー ト へ の ヒ トIgG 成 分の 非特異的
吸着に つ き ． 方法の 項 に 示 した E LIS A法 に 準 じて 測
定し た ． す な わ ち ， N R S， 正 常人 及 び R A患者血清を
0．1M Tris－H Cl綬衝幸軋 pH8．0く含0．15 M NaCり に
10％とな る よ う希釈 し ， その 100JLl を E u S A プレ ー
トに加え， 室温 で2時間反応 さ せ た ． 次 い で ， ウ サ ギ
1gG と も交叉反 応 を示 す ペ ロ キ シ ダ ー ゼ標識 ヤギ 抗 ヒ
ト IgG 抗体 を 0． 1M Tris－H Cl緩 衝液 く0． 15 M
NaCl及 び 0．05％ Tw ee n201 くTris ．Tw e e nl で200 0倍
希釈 した も の 100月1 を加 え ， 室温 で 2 時間反応後 ，
B la nk NR S Nor m al R A
945
O P D を加 え ， その 発色を比 較 した く図 い ．
そ の 結 果 ， Nu n cプ レ ー ト は N R S， 正 常人 及 び
R A患者血清中の IgG 成分 を強く 吸着 して い る こ とが
明 らか で あ っ た ■ こ れ に 対し て ， 同じ polystyre n e製
の Falc o nプ レ ー ト は N R S及 び 正 常人 血清中 の
IgG 成分の 吸 着は ご くわ ずか で ， R A血 清中の IgG の
みが 著明 に 吸 着さ れ て い る こ と が 示 さ れ た ． ま た ，
Costa r の polyvinyl chlo ride 製 プ レ ー ト はい ずれ の
血 清に 対 し て も ， Nu n cと Falc o nの 中間的な吸着能
を有し て い た ． 以 上の こ とか ら， E u S A用 プ レ ー ト
の 選択は結果 を左右す る 重要な 因子 で ある と と も に ，
R A血 清中に は正 常人 と比 較 して ， か な り プ ラ ス チ ッ
ク に 非特異的 に 結合す る 1gG 成分量 が多 い こ と が わ
か っ た ，
工工 ． ペ ロ キシ ダ ー ゼ 標識抗 ヒ ト IgG 抗体 の 選択
緩衝化 N R S をヒ ト IgG の プ ラ ス チ ッ ク 表面 へ の 吸
着防止剤と して 用 い る以 上
，
ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 標識第二
抗体 は N RS 中の IgG と交叉 反 応 を呈 し ない こ と が必
須条件で あ る ． そ こ で 第二 抗体と して ， ペ ロ キ シ ダ ー
ゼ標識ヤ ギ及 び ウサ ギ の 抗 ヒ ト IgG げc 特異的1 抗
体 に つ い て ， こ の 特異性を比 較 した ．
8 1ank NRS No r mal R A
S q u m Gro ups
Fig－2． De mo n str atio n of n o cr o s s－re a Ctivity of r abbit a nti－hu m a nIgG with
n o r m al r ab bit seru m u s ed a s ablo cking age nt in this E LIS A syste m． T he
diluted s er ade s cribed in Fig－ 1 w a s ad ded to Nu n cplate a ndtheIgG ads o rbed
O n the pla stic plate w e redeter min ed by pe ro xida se－ C O njugated rabbit くal o r
go atくbJ a nti－hu m a nIgGくFc spe cificl as de s cribed in Fig． 1．
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方法 は前述 した と 同様 ， Nu n cプ レ ー トに N R S， 正
常人及 び R A血清を吸 着さ せ ， 第 二 抗体は2000倍希釈
し て用い た く図2a，bI． 両抗体 と も ヒ ト工gG と よ く反
応 し た ． 一 方 ， 予想 され た ごと く ， ヤ ギ由来 の 抗体 は
N R S中の 工gG と強い 交叉 反 応性 を示 し た の に 対 し
て ， ウサ ギ由来の抗体 は ま っ た く N R Sと は 反 応 せ
ず ， その O D値は ブ ラ ン ク値 と差 は な か っ た ．
m ． ペ ロ キシ ダ ー ゼ標 識 ウサ ギ抗 ヒ ト IgGくFり 抗
体の 希釈 倍率の 検討
第 二 抗体 の 貴通濃度を決定 す る た め
，
N R S， 正 常人
及 び R A血清 を前述 し たと 同様 に 結合さ せ た Co sta r
及 び Falc o nプ レ ー ト を 用 い 検討 し た ． 第 二 抗体 は
Tris－Tw e e nで1000へ 16000倍 に 希釈 し ， そ の 10 0JLl
を各 ウ エ ル に 加 え ， 室温 で 2 時間反応 さ せ た の ち ，
O P Dを加 え発色 を比 較し た く図 3a， bう．
その 結果 ， Co sta r及 び Falc o nの プ レ ー ト の 間に は
本質的な差 はな く ， 第二 抗体の 濃度 が高 い ほ ど R A も
正 常人血清 も高い 値 を示 した ． し か し， 1000倍希釈で
は Co star プ レ ー トで い く 分 バ ッ ク グラ ウ ン ド億 が 高
くな る傾向が見 られ ， 感度 も考慮 す る と2000倍希釈が
最適濃度と決定 し た く図3a， bI．
1V ． N RS に よ る と 卜血 清 IgG の E LIS A プレ ー ト
へ の 吸着 阻害効果
ヒ ト血 清中の IgG 成分の E LIS A プレ ー ト ヘ の 非特
異的吸着に 対す る N R Sの 阻害効果 を前述 し た R A患
者血清を用 い 検 討 した ． R A 患者血清 は種 々 の 濃度の
緩衝化 N R Sく0 へ 100％う に て1 0倍 に 希釈 し ， その
100JLl を Nu n c， Falc o n及 び Co sta r プ レ ー ト に 加
え ， 室温で 2 時間放置し た ． 次い で ペ ロ キ シ ダ ー ゼ棲
識 ウサ ギ 抗 ヒ ト 工gG 抗体 く2 000倍希釈う を加 え ， さ ら
に 室 温で 2時間反応 さ せ ， 各プ レ ー トに 吸着 し た と 卜
工gG 量 を比較 し た く図 4う． そ の 結果 ， い ずれ の プ
レ ー ト に お い て も ， N R Sの 濃度 に 比 例 し ， ヒ ト IgG
の プ ラ ス チ ッ ク 表面 へ の 吸着は著明 に 阻害さ れ た ． し
か し ， N R S濃度 1 へ 50％ で は ヒ ト IgG の吸 着防止 は
十分で は な く
，
Te r ato ら の 報告 して い る ごと く ，100％
漉度の N R Sが 必 要 で あ る こ と が 確認 さ れ た ． しか
し， 100％濃度の N R Sで ヒ ト血清 を10倍 に 希釈 した
場合で も ， Nu n cプ レ ー ト で は と 卜IgG の 明 らか な吸
着が認 め られ ， バ ッ ク グ ラ ウ ン ド値 よ り も有意に 高い
1 2 4 8 Z空椚 1 2 4 8 1亨x 甘－3ぅ
Co n c e ntratio n of Antトhu m a nJgG
Fig． 3． Effe ct of dilutio n r ate ofpe r o xida s e． c o njugated r abbit a nti．hu m a nIgG o n
the ass ay se n sitivity． T he diluted s e rade sc ribed in Fig． 1 w e r e ad ded to
Co sta rくaI a nd Falc o nくbl plate a nd the IgG bo u nd to the pla stic w e re
dete r min ed by pero xida s e． c o njugated r abbit a nti－hu m a nIgG se rially diluted to
l こ1 00 0旬 1 ニ 16 0 0 0with Tris－ Tw e e n． ■ ， R As e r u mi A ， n O m al c o ntr oI
Se ru mi J ， n O m al r abbit s er u m．
ヒ ト慢性関節 リ ウ マ チ 患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体
Fig． 4． Blo cking effe ct of N R So nhydr ophobic
ads o rptio n of hu man IgGs o nto the pla stic
Su rfa c e of E LIS Aplate s． Serum fr o m a
Patient with R Aw a sdiluted to l ニ10with
O． 1 M Tris－ H CI buffe r， PH 7． 5 ， C O ntaining
O ． 15 M NaCla nd v a rio u s c o n c e ntr atio n s of
N R S． T he dilu e nt w as ad ded to E LIS A
platesin lO OJLl aliqu ot a nd r e a cted for2 hr
at ro om tempe r atu r e． T he a m o u nt of IgGs
ads o rbed o nthe su rfa ced wa sdetermin ed by
E LIS Au sl ng pe rO Xida se－ C Onjugated r abbit
a nti－hu m a nIgGくFcl a sdes c ribed in te xt．
A
，
Nu n cU IIくpolystyr e n eJニJH， Falc o n3910
くpolystyr e n elニ ー ， Co sta r Se r o clu ste r U
くpolyvinyl chloridel．
Re ciproc als ofse ru md 仙tion
Fig－ 5． dilutio n effect of hu m a n s er a o n a nti－
ty peH c o11agen a ntibody tite rs．
A ， RA s e ru mlNu n cUIIニ A ， No r m al se ru ml
Nu n cU II三 ＋ ． R As e ru mノFalc o n391 0ニ 0，
No m alseru mlFalc o n3910．
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O D値 が観察 され た ．
V ． ヒ ト血 清の 希釈倍率の 検討
R A患者血清 は正 常人血清よ りも E LIS A プレ ー ト
の プ ラ ス チ ッ ク表面に 吸 着す る 工gG 成分量 が著明 に
多 い こ と ， そ の 吸 着 防止 に は1 0 0％濃度 の 緩衝化
N RSが 必要な こ とが 今 まで の 検討結果よ り 推察 さ れ
た ． しか し， E LIS A法 に お け る非特異的反 応 を除外
し， 特異 的に 抗体 を測定す る た め に は ． 試料血清の希
釈倍率 も当然重要 な因子 と な る こ と が 推察 さ れ る ．
よ っ て
，
R A患者血 清を最低何倍 ま で希釈す べ き か を
IgG 吸着能 の 最も 高い Nu n cプ レ ー トと ， 最も 低 い
Falc o nプ レ ー トを 用 い 検討 した く図 51． そ の結 果，
RA 患者血清 を100％緩衝化 N R S で4 0倍以 上 に希釈
す れ ば ， Falc onプ レ ー トで は と 卜IgG の 吸 着 は無視
で きる ま で に 抑制 さ れ た ． 同様 の 傾向が ， Nu n cプ
0．01
島0 4 0 20 10 5 2．5
Re cipro c als ofs e r u md 札相即 くX 川
－1ン
Fig．6． Co mpa ris o n of the s ensitivity fo r the
a s s ay of c ollage n a ntibodie sin thr e ediffe re nt
E LIS Aplates． Se r u mfr o m apatie nt with R A
W er e a SS ayedfo rthe a ntibodytite rs u slng H II
くclo s ed simboIsl o rC IIくope n sim boIsシーC O ated
ELIS Aplate s．
A 8tム ， Nu n cU IIi 中8tO ， Co star Sero clu ster





































N OR M A L
0．02 0． 4 0． 6 0． 8 0．10 0．12 0．14 0．16
qnN O NE
－ 0．04 － 0．02 0 0．02 0．04 0． 6 0． 8 0．川 0．12 0．14 0．16
qnN ONE
Fig． 7． Regre s sio n a nalysis of the tite r s again st u n c o ated， H ト o r H rI－C O ated
Pla stic s u rfa c ein E LIS A for no r m al s e r a． On ehu ndr ed n o rm al s era diluted
to l ニ 50 with buffe red N R Sw e re re a cted with u n c o ated くNON EJ H IT O r
H II－C O ated w ells of Co sta rpolyvinyl chloride mic rotite rplate s a sde s c ribed in
Fig． 4■ Relatio nships betw e e ntite rsN O N Ea nd titers H Iくal a nd betw e e n
tite r sN O N Eand titers H IHbトw er e sho w nby regres sio nlin e s．
くalY ニ こ0，973 X 十0－013Cr ニ 01931， pく0．011 くbナY ニ 0．916X＋ 0．0 23くr ニ 0．8 81，
pく0．01コ
ヒ ト慢性関節リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン抗体
レ ー トで も 認め ら れ た が
，
こ の 場合は1 60倍 以 上 の 希
釈が必要 で あ っ た ． 同様 に 正 常 人 血 清 で 検討 し た 結
軋 Falc o nで は 5倍以上 ， Nu n cで は40倍 以上 の 希釈
倍率で 王gG の 吸 着は 無視で き る程度 に 抑制さ れ た ．
VI． E lノIS A プレ ー トの 感度の 比較
ニ ワ トリ H型 コ ラ ー ゲ ン くCm を免疫 し関節炎 を
発症 した カ ニ クイ ザ ル の 血清 を用 い ， 三 種 の プ レ ー ト
の測定感度を比 較 し た ． 各々 の プ レ ー ト に ， H H また
は CII を 5JL glml コ ー ト し ， R A 血 清 を 緩衝化
N R S で2 5へ 800倍 に 希釈 して 用 い た ． ま た ， 第 二 抗体
はウサ ギの 抗 ヒ ト 工gG 抗体が サ ル 王gG と十分 に 交叉
反応 を示 した の で ． ヒ ト 工gG 測定 の 場合と 同様 に
2000倍希釈 し て用 い た く図6上 そ の 結果 ， Nu n cと
Co sta r プ レ ー トで は ， ヒ ト R A血清 は25旬 800倍希釈
範囲 で ， H H お よ び C 王1に 対 す る OD 値 は直線性 を
示 し ， 両者 に は大き な 差は認 め られ なか っ た ． こ れ に
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対し Falc o nプ レ ー ト で は前2者 に 比べ て ， O D値は
約113で あ っ た ． す なわ ち ， Nu n cと Costa rプ レ ー ト
は と 卜IgG の吸着能 に 著明な差異がある も の の ， 王工型
コ ラ ー ゲ ン の 吸着能 に は ほ とん ど善 が ない も の と推察
さ れ た ． 一 方 ， Falc o nプ レ ー トは前2 者に 比 べ て ， ヒ
ト 工gG の み で な く工工型コ ラ ー ゲ ン の 吸着能 も著 し く
低 い こ とが 明 らか と な っ た ．
VII． 個々 の 血 清の 与 え る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド値
正 常人 血清100例を用 い て ， Co sta r プ レ ー トを用い
た場合の 非特異的反応 に よ る バ ッ ク グラ ウ ン ド の 実測
値 の ば ら つ き の 範囲に つ い て検討 した ． 正 常人血滞 は
す べ て横衝化 N R S で50倍 に 希釈 し， 方法 の項 に述 べ
た E LIS A法に よ り測定 した ． ま た ， Co sta rプ レ ー ト
に は ． H l ま た は E 工工をコ ー ト した もの 及び ， 抗原溶
解 に 用い た リ ン 酸緩衝液の み を加 えた も の の 三 種類 を
用 い ， そ れ ぞ れ に 対 す る O D値 くODHl， ODH I工，
Tablel． In cide n ce of a ntibodie sH E， C EI B I， H 工 and B I in s e rafro mpatie nts
with rhe u m atoida rthritis．
Optic al De n sity at 492n m

















































．568 5 9 ．639 100
．230 6 9－ ．01 5
．543 95 ．436 51
．908 94 ．725 68
．031 ．114 75
．293 100 ．096







106 100 ．07 1 － ．013
057 － ．039 ．089
102 100－ ．036 － ．079
621 51 －
． 017 － ．008
139 76 ．021 － ．014




133 84 － ．023 － ．015
408 86 ．011 ．256 100
380 粥 － ．026 － ．11 9
768 97 ．014 ．915 95
643 92 ．024 － ．011
970 73 ．045 － ．013
006 － ．003 ．021
240 52 ．05 6 ．043
941 84 ．014 ．009
011 ．010
．184 72
1 餌 93 ．028 ．026
R As er adiluted to l ニ 50with buffe r ed N R Sw er e a s sayed fo ra ntibodie s again st
HE ，CI， B T， HI a nd B I by Eu S Aa sdes cribedin te xt． Sera showing O Dvalu es
highertha nO．1 w er e■S ubje cted to inhibitio ntest u sing c o rr espo nding a ntige n． く％lこ
Inhibitio n pe r ce nt
950
ODNON Eう を比較 した 結果 く図7a， bフ， 実測値 の 平 均
士 S D値 は O DNONE ニ 0． 0 18 0士 0 ．0 33 7， O DH トニ
0．0305士0．0352， O D甘H ニ 0 ．0 390士0．0 35 0 で各 々 の
O D 値 は 図 に 示 し た ご と く O DN ON E と O D臥
O DNON Eと O DH II， O DH Iと O DH Hは各 々 相 関関係 r
が0．931くpく0．0い ， 0．8 81くpく0 ，0心 ， お よ び0． 95 8
くpく 0．0い で 有意 な相関 を 示 し た ． す な わ ち ，
E L工S Aに お け る個々 の 血 清の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド債 は ，
血 清中の tgG 成分の プラ ス チ ッ ク表面 へ の 非特異的
吸着に よる こ とが 明ら か と な っ た ． 言い 換え る と ， ヒ
ト血清中の抗 コ ラ ー ゲ ン抗体価 を判定す る場合 ， 個 々
の 血清は個々 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド値 を与 え る た め ，
各々 の血清 に つ き ブ ラ ン ク億 を正 確 に 判定す る こ とが
重要である こ とが明 らか と な っ た ．
用 ． R A患者血清中の 杭I工型コ ラ ー ゲ ン抗体価 の 陽
性率に つ い て
R A患者血清96例 に つ き ， 同様 に ， ヒ ト くH
一 っ， ニ
ワ トリ くC － 1， ウシ くbo vin e， B － 1 の I お よ びII塾
コ ラ ー ゲ ン に 対 す る抗体価 を ， Co star プ レ ー ト を 用
い て ， N R Sを ブ ロ ッ キ ン グ剤 とす る E LIS A法 に よ り
判定 した ． 各々 の ブ ラ ン ク億 を 差 し引い た値 を表 1 に
示 した ． 吸光度 くOD 償う が0，1以上 を陽性 と し ， さ ら
に 抗体の特異性 を確認 す る た め に イ ン ヒ ビ シ ョ ン テ ス
トを行い ， 50％以上イ ン ヒ ビ シ ョ ン を受 けた 時 を陽性
と判定 し た ． そ の 結果 ． HII， C Il， お よ び bo vin e
ty peIIc o11age nくB IIl に 対 す る R A患者 の抗体陽性









































く15．6％1 で ， BI に 対し て は ， 4ノ96く4．2％う で あ っ
た ． し か し
，
H I に 対す る 抗体 は全例陰性 で あ っ た ■
R A 患 者の 抗 H H抗体陽性1 5例中 ， 6 例 は C 工l，
B Hの 両者 に も陽性 を示 し ， さ らに B 工I だ けに 陽性を
示 す もの は 6例 ， C H だ けに 陽性 を 示 す も の は 1例で
あ っ た ． す な わ ち ， 抗 H 工I抗体陽性1 5例中の1 3例
く86．7％つ が ， C軋 B工I また はその 両者 に 陽性 を 示
し
，
異種 H 型コ ラ ー ゲ ン分子 上 の 共通抗原部分が主 に
認識さ れ て い る こ と が推察さ れ た ． 臨床的 に は ， H軋
C II． B IIに 陽 性 を 示 す 群 に は ， 血 沈 ． c－ r ea Ctiv e
pr otein くC R Pl の 冗進 した definite へ Cla s sic al R A例
が 多く ， 一 方， H工I， B Hに 陽性 を示 す 6例中3例は ，
e a rly R A の症例であ っ た ．
一 方 ， 抗体 陽性例 に お い て ， R A のStage ， Cla ssと
の 直接的な因果関係 は明 らか と はな ら な かっ た － しか
し， 抗 Hl工抗体陽性例 で は ， 抗体価 と 血 沈値 く2時間
値う と の 間に は ， r ニ 0．506くpく0．05う の 相関が認め
られ ， 抗 H 工工抗体が R Aの活動性 に 関与 して い る こ
とが 推察 され た く図 8ト
胱 ． 軟骨表面 の 抗工I型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 の 陽性 率
R A 7例 よ り ， 上 述 した 方法 で 軟骨表面 の 抗体 を抽
出 し， E LIS A法 に よ り測定 した く表21－ R A患者7
例中4例 く57．1％I に 陽性が存在 し た くO D値0．24 1へ
6．602う． 一 方 ， 対照と して 7例の 変形性膝関節症患者
と ， 2例の 関節症の な い 大腿骨頸部骨折患者の関節軟
骨 を用 い ， 同様 の 方法 で測定 し た が ， 陽性検体 はな
か っ た ．




Fig． 8． Co rr elation betw e e n a ntibody titer sto H IIa nd E S Rv alu e sin R A
patients．
Y ニ 0．0 0322 X＋0． 164 くr ニ 0．506， pく0．051
ヒ ト慢性関節 リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体
Table2． In cide n c e ofa ntibodie s again stH n
On C a rtilage fro m patie nts with rhe u－
m atoida rthritis， O Ste O a rthritis a nd fro m
n o rrn al c o ntr oIs．
O D v alu es m o r etha n O．1 w ere po sitiv e．
O A， O Ste O a rthritisニ R A， rhe um atoid a r－
thritis．
Z 1 6 I 肌 血 相
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X ． D F P施行患者血清 と排液中の 抗体価
D F P施行 の R A患者10例 の う ち cla ssic al R Aの
3例の み が 抗体陽性 で あ り ， その 1例 は H 軋 C 工王．
B 工工に ， 1例 は Hl工 と B Hに ． もう 1例 は B 工の み
に 対 し抗体陽性 であ っ た ． D F P施行前後 の血中の 抗
体価 を比 較す る と
， 施行 後 で は 抗体価 は約3 0％減少
し
， 逆に そ の 排液中は
，
そ の 分濃縮さ れ て い た ． し か
し ， 血中抗体価 は 3 卑 4 週間 で元 の値近 く に 復帰 して
お り ， D F P で は一 時的 な抗体 の 除去 はで き るが ， 約8
週間の 長期に わ た っ て は ． 血 中抗体価 の 抑制 は認め ら
れ な か っ た ． 一 方 C H， B Hは ， 血中 ， 排液 中と も ，
ほぼ 同 一 の 経過 を示 した く図 9a， b， CI． ま た ， 従 来か
ら言われ て い る血清学的諸検査は 一 時的に 改善 す る も
の
， 長期 に わ た っ て は リ バ ウ ン ド現象 を呈 し
， 再 び悪
化傾向を示 し てい た ． 臨床的 に も ， 関節症状 の軽度の
改善 はあ る もの の ， 著明 なも の で はな か っ た ．
考 察
ヒ ト血 清中の抗 H型 コ ラ ー ゲ ン 抗体に 関す る 報告は
こ の数年数多く な され て い る ． しか し
，
R A に お け る
陽性率は0．3へ 95％と
，
報告者に よ っ て 著 し く 異 な る
18 H 8－
． ま た ， R A患者血 清中の 抗体の特異性 に 関 して
も ， 廿型 コ ラ ー ゲ ン に の み特異的で あ る と す る報告 均
と ， I ， 工工， 皿 ， 工Y 型コ ラ ー ゲ ン す べ て に対 して 反応
する 抗体 を有 し て い る と す る報告 川 も あ る ． さ ら に 変
性 した H型 コ ラ ー ゲ ン に 対 す る 抗体価 は ， 未変性 コ
2 l 6 8鵬 eks 4 6 8 W モ モk
Tim e－ C OU r S e OI the l止a s ma 匝 r e si
Fig． 9． Tim e－ C O u rS e Ofthe se r u mlev els of a ntibodie s again st H H， C II， B I a nd
B I in thr e eR A patie nts くa， b， Cl befo re a nd after tre atm ent of do uble
filtr atio npla s m aphe r e si ．
書8tO ． H IIくw a ste ， S e ru mlニLb 8tロ ， C IIくw a ste， Se r u mlこ ．A．8t ム ， BIIくw a ste ，
Ser u mli 十8t宙 ， BI くW a Ste， S er u ml．
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ラ ー ゲ ン に 対す る抗体価 より 高く ， 従 っ て ， 慢性 炎症
の 二 次 的な結果 と して 抗 H塾 コ ラ ー ゲ ン 抗体 が 産生さ
れ る と の報告
1明
も あ り ， R A に お け る抗王I型 コ ラ ー ゲ
ン 抗体の病因的意義 はま っ た く不明 と言 っ て よい ．
今 まで 報告さ れ た デ ー タ ー の不 一 致点 は ， 抗体 の測
定 シ ス テ ム の速 い だ けで な く ． す べ て の 測定系 に 含 ま
れ る非特異的な反応に 起因す る と考 え た － そ こ で最近
報告さ れ た N RS を非特異的反応 の 防止 剤と して 用 い
た E LIS A法の 基礎的な検討 を行 っ た ． そ の結果 ， 今
ま で述 べ て 来た ご とく ， 非特異的反応 を ほぼ 完全 に 除
去 した特異性の 高い 抗工1型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 の測定法 を
確立 す る こ と が で き た ． す な わ ち ， ヒ ト血 清 中 の
工gG の プ ラス チ ッ ク 表面 へ の 非特異的吸着 をウ サ ギ血
清 の ご と き 異種血清 で ブ ロ ッ ク し ， 感 度 の 高 い
Co sta r プ レ ー ト を使 用し ， 各々 の 血 清 に 応 じた バ ッ
ク グラ ウ ン ド値 を正 しく差 し引く こ とで ， 非特異的反
応 を ほぼ 除去 し た E L工S A法が 完成 した ．
こ の 方法に よ り ， R A 患者血清中の15．6％に H Hコ
ラ ー ゲン に 対す る特異的抗体 が認 め られ ， さ ら に C H
コ ラ ー ゲ ン に 対 して は8．3％， B 工Iコ ラ ー ゲ ン に 対 し
て は15．6％の 陽性率 を示 した ． し か し ， Hl に対 す る
抗体 は ま っ た く認 め られ ず ， 従来の 多く の 報告21Iと は
異な っ た 結果が得 ら れ た ． また ， R A 患者血清中の抗
H 工1抗体 は ， C工工， B 工I ま た は その 両者と 交叉 反 応性
を示 す こ とか ら， 従来 よ り動物の コ ラ ー ゲ ン 関節炎モ
デ ル で明 らか と な っ て い る よ う に ， 本 抗体 も H 型コ
ラ ー ゲ ン分子 上の種 を越 え た共通抗原 を認識 して い る
もの と推察 され る ． す な わ ち ， R A の発症 に は H型 コ
ラ ー ゲンの抗原としての特 異性が 関与 して い る可能性 も
あり ， 今後の 研究 の発展が期待 さ れ る ．
臨床的 に は R A のStage や cla s sと抗工I型 コ ラ ー ゲ
ン抗体 との 因果関係 は認め ら れ な か っ た が ， 血沈 と の
相関が 認 めら れ る こ と から ， 本抗体が R Aの 病 因の 一
つ 七 し て ， その 活動性 に 関与 して い る 可能性も考え ら
れ る ． N 方 ， 最近 do uble filtr atio n plas m aphe r e－
Sis
22ト 飢Iの有効性 に つ い て論議 され て い るが ， 今回 の 測
定で は ， 一 時的な 抗体 の除去 は可能 で あ るが ， 長期に
わ た っ て は抗体価の変動は少 な く ， も し H 型コ ラ ー ゲ
ン 抗体が 病因の 一 つ と考え られ る な ら ， D F P は効果
的な治療法に な り得 ない と推察 さ れ る ．
以 上 の 結果， 一 部の R Aに お い て 工I型 コ ラ ー ゲ ン が
自己抗体と して何 ら か の 病 因的意義 を有し て い る可能
性が 示唆 され た ． し か し ， 抗体 の 陽性率は当初予想 し
た よ り著 しく 低か っ た ， こ の 理 由 と し て ， E L王S Aに
お ける非特異的反応を十分除去す る ため ， 血 清を50倍
以上 に 希釈 す る必要があ り ， 測定感度が 不 充分である
こ とが 考 え ら れ る ． 一 方 ， 患者 に お ける 抗体産生部位
に つ い て も ， 関節 局所 ， す な わ ち滑膜上 の リ ン パ ろ胞
の よ う な 局所を仮定す れ ば 当然血中抗体価 の 低 さや頻
度の 低 さも 説明で き る ． す な わ ち ， II 型コ ラ ー ゲ ン は
不溶性の結合組織成分 で あ り ， 関節 局所 で産生され た
抗体 は軟骨表面 に 蓄積 され ， 血液中に は そ の 一 部しか
流 出し て こ な い こ とが 考 え られ ， こ の こ と は ， R A患
者 の 軟骨 の60％以 上 に H型 コ ラ ー ゲ ン 抗体の 結合が見
ら れ た と の Ja sin ら の 報告
25I か らも 推察さ れ ， 今後の
重要な 問題で あ る ． そ こ で ， 我 々 は 小 数例 で は あ る
が ， R A及 び o ste o arthritisくO Al 患者軟骨上 に 抗体
が存在す るか 否 か を検討 し た ． そ の 結 果 ， た し か に
R Aの み に 特異的 に 軟骨表面に 高濃度に 抗体 が結合し
て い る こ とが 明 ら か と な り ， 上 記の 仮説 を支持す る結
果 が認 め ら れ た ． 従 っ て ， 今後 は ア ク テ ィ ブ な R A患
者の 関節軟骨表面 の抗 H型 コ ラ ー ゲ ン 抗体の 陽性率，
血 中抗体価 と の 関係 ， IgG のSubcla ss， II型 コ ラ ー ゲ
ン 分子 上 の 認識 エ ピ ト ー プ な どに つ き ， 詳 し く研究す
る必要が あ る ． そ れ に よ っ て ， R A に お け る工工型 コ
ラ ー ゲ ン の 自己 抗原と して の 可能性 ， さ ら に は抗工I型
コ ラ ー ゲ ン抗体 の 慢性関節炎 に お け る病因的意義がさ
らに 明 ら か に で き る も の と考 え る ．
結 論
特異性の 高 い E LIS A法 を確立 し ， そ の 方法 に よ
り
，
R A患者血清中の 抗 H 型コ ラ ー ゲ ン 抗体 と軟骨表
面上 の抗体 を測定 し ， R A に お け る抗 H 型コ ラ ー ゲ ン
抗体 の 病因的意義 を検討 した ．
1 ． E L工S Aに よ る と 卜血 清中の抗体測定 に み ら れ
る非特異的反応 は ， 主 に ヒ ト血 清中 の 工gG の プ ラ ス
チ ッ ク表面 へ の 非特異的な吸着に よ る こ と ． 及 びそ の
吸着量 は プ ラ ス チ ッ クの 材質で 著 しく異 な る こ とが明
ら か と な っ た ．
2 ． 上 記非特異的反応 は ， ウサ ギ血 清の ごと き異種
血清を ヒ ト 1gG 吸着 の ブ ロ ッ キ ン グ剤 と し て 用 い る
こ と に よ り十分除去 で き る こ と が 明 ら か と な っ た ．
3 ． ブ ロ ッ キ ン グ剤 と し て100％濃度 の N R S を 用
い ， ヒ ト血清 を50倍以 上 に 希釈す る こ と に よ り特異 的
に 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体が 測定 で き た ．
4 ． 測定用 プ レ ー トと し て は ， 感度の 高さ と非特異
的反応 の 低 さ か ら ， Co sta r プ レ ー ト が 適 し て い る こ
と が 明 らか と な っ た ．
5 ． 本測 定法 を用 い ， 96例の R A患者血清中の 抗ヒ
ト 廿型 お よ び 工 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を測定 し た 結果 ，
R A の みに 特異的 に 抗 ヒ ト1I型 コ ラ ー ゲ ン 抗体が ，
15．6％に 見 い 出 され た ．
ヒ ト慢性関節リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体
6 ． ヒ トI 塾コ ラ ー ゲ ン に 対 す る抗体 は ま っ た く認
め られ ず ， 従来 の 報告と は異な っ た結果が 得 られ た ．
7 ． 抗 ヒ トH型 コ ラ ー ゲ ン抗体陽性血清 は ． ニ ワ ト
リ ， ウシ H型 コ ラ ー ゲ ン と も 交叉 反 応性 を示 し ， 本 抗
体は 汀型 コ ラ ー ゲ ン 分子 上 の 共通抗原 を認 識 して い る
可能性が 示 さ れ た ．
8 ． 抗Il型 コ ラ ー ゲ ン 抗 体 は R A軟骨表面 に も
57．1％の 頻度 で 認 め られ ， 本 抗体が 関節炎症の 病因的
な役割を有 して い る可能性が 示唆 さ れ た ．
9 ． 血栄交換療法 で は ， 一 時的に 抗体 の 除去 は可能
で ある が ， 長期 に は血 中抗体価 の変動 は見 られ ず ， も
し上 記抗体が病因と して第 一 義的役割 を有 して い る と
す る な ら ， 本 治療法 は ， R A にと っ て効果 の な い も の
と推察さ れ た ．
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Key w ordsニ e n Zym e －1inked im munosorbe nt as s ay， rheu m at oid a rthritis， anti
－type 正
c o11agen antibody， nOr mal rab bit se ru m， do uble filtr atio n plas m apher esis
Abstr a ct
An e n zym e－1inked im m u n osorbent assayくE LISAIfor the detectio n ofthe an ti－ty pe 正
c ollage n a ntibody was established． T he u se of the Costarplate c oated with the undiluted
n or m al rabbit serum aS ablocking re agent pre ve nted nonspecific adso rptio n of hu m an
im m u n oglobulin G on the plastic plate surfa c e． T hus， the assay provided m or e a c c u ra t
e
m e as ure me nt． Itis ess ential todiluter the s a mple s era m o r etha n 5 0tim e s． By using this
E u S A， the anti－type 正 co11agen a n tibody le v els in s e r a of patie nts with rhe u m atoid
a r．thritis くR 刃 w e r e m eas u r ed， a nd the in cide nce of po sitiv e s e ru mW a S e V alu ated． The
ヒ ト慢 性関節 リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 955
anti－ty peE c ollage n a ntibodies e xtracted fr o m the rhe u m atoidartic ular c artilage w ere also
deter mined by using the n o vel E LIS Am ethod． Out of 96patie nts with R A， 1 5く15．6 ％1
ga ve a positiv e re a c tion for the a nti－type I collagen antibody， but n o ap preciable level of
a ntibodies again st ty pe I co11age n was dete cted． T he positiv e se ra for the hu m an
a nti－type 工 c o11agen antibody sho w ed cr os sreactivity again st both chick and bovine type
I c o11age n s， Sug geSting that the r e a r ethe c o m m on epitope s on these ty pe lI c ollage n
m olecules rec ognized by the anti－ hu m a n type lIc ollagen antibody． In c o ntrast to the R A
S e ra ， W hen the oc c u r r e n c e of the anti－ty Pe 正 co11agen antibody o n the artic ular cartilage
Obtain ed at the tim e of ope ra tion w a s e xamin ed， 4 く5 7．1％1 out of 7 patie nts with R A
Sho w ed po sitive re a ctio nfor the a nti－ty pe 正 collagen antib．odies， but n either the 9 c ases of
arthro sis deform ans n or the n or m al subjects ex a mined sho w ed s u ch re actio ns． T he
O CC urre n Ce and titer ofthe a nti－ty pe IIc ollage n antibodies in R Asera w as w e11c orrelated
With ele v ation of e rythr ocyte s edim e ntation ra te of the patie nts， but n o ca us a tive relations
W e r edete cted betw e e nthe a nti body lev el a nd the stage andlor class of the diseas e，
Sug geS ting that the occurrence of anti－COllagen a n tibodies might be as s ociated with the
activity of RA． Tre a t m e n t of RA patie n tswith do uble filtration plas m apheresis w as
S uCCeSSful in reducing the plas m ale ve1 0f the anti－ type 正 c ollage n a ntibody in the
patie nts． Ho w e v er， the efEe ct of this tr e atm ent w as tra n sie nt a nd the tite r s of the a nti body
W a S Show n to r etu r nt o the initial le v el within sev eral w e ks， indicating thelimited efficacy
Ofthe tr e atm e nt．
